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RESUMO

A ocorréncia e disseminacdo de resisténcia bacteriana (RAM) vém sendo colocados
como um problema de saude publica, e uma das principais formas de disseminagédo
dessas bactérias resistentes consistem na falta de praticas higiénico-sanitarias do
ambiente de processamento de armazenamento de alimentos. O objetivo do presente
trabalho foi produzir microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido com
bioatividade na inibicdo de Staphylococcus aureus MRSA. As microparticulas de
quitosana contendo trans-cinamaldeido foram preparadas por meio da técnica de
coacervacao simples, utilizando como material de parede a quitosana 5% (p/v) e a
vanilina como material reticulante. A caracterizacdo foi realizada em termos de
eficiéncia de encapsulacdo, didmetro médio das microparticulas, indice de
polidispersdo, potencial zeta, morfologia através de MEV e microscopia 6tica. A anélise
antibacteriana das particulas contra Staphylococcus aureus MRSA foi realizada por
meio de técnica de microdiluicdo em caldo, determinando-se a Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM). As microparticulas apresentaram didmetro médio de 1,92 + 0, 005 mm,
PDI de 0,39 + 0,2, uma carga de superficie de 20,61 = 0,8 mV, eficiéncia de
encapsulacdo de 93,81% e um formato esférico e enrugado. Os ensaios da atividade
antibacteriana mostraram que as microparticulas de quitosana contendo o trans-
cinamaldeido apresentaram atividade antibacteriana para cepas de S.aureus ATCC
(6538) como também para cepas S. aureus MRSA, obtendo-se valores de CIM menores
do que os obtidos para os tratamentos com o 6leo livre e com as microparticulas vazias.
Assim, microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido podem ser uma
alternativa promissora para o controle da multiplicacdo e disseminacdo de S. aureus
sensiveis e resistentes a Meticilina (MSSA e MRSA).

Palavras-chave: Patogenos; seguranga alimentar; antimicrobianos naturais; resisténcia

bacteriana
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ABSTRACT

The occurrence and spread of bacterial resistance (RAM) has been identified as a public
health problem, and one of the main ways of spreading these resistant bacteria is the
lack of hygienic-sanitary practices in the food storage processing environment. The aim
of the present work was to produce chitosan microparticles containing trans-
cinnamaldehyde with bioactivity in the inhibition of Staphylococcus aureus MRSA.
Chitosan microparticles containing trans-cinnamaldehyde were prepared using the
simple coacervation technique, using 5% (w / v) chitosan as the wall material and
vanillin as the crosslinking material. The characterization was performed in terms of
encapsulation efficiency, average microparticle diameter, polydispersity index, zeta
potential, morphology through MEV and optical microscopy. The antibacterial analysis
of the particles against Staphylococcus aureus MRSA was performed using a broth
microdilution technique, determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
The microparticles had an average diameter of 1.92 + 0.005 mm, a PDI 0of 0.39 £ 0.2, a
surface load of 20.61 + 0.8 mV, an encapsulation efficiency of 93.81% and a shape
spherical and wrinkled. The antibacterial activity tests showed that the chitosan
microparticles containing the trans-cinnamaldehyde showed antibacterial activity for
strains of S.aureus ATCC (6538) as well as for strains S. aureus MRSA, obtaining
lower MIC values than those obtained for treatments with free oil and empty
microparticles. Thus, chitosan microparticles containing trans-cinnamaldehyde may be
a promising alternative for controlling the multiplication and dissemination of

methicillin-sensitive and resistant S. aureus (MSSA and MRSA).

Keywords: Pathogens; food security; natural antimicrobials; bacterial resistance
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia e disseminacdo de Resisténcia Antimicrobiana (RAM) em
bactérias vem sendo colocada como um problema de satde publica. InfeccBes causadas
por microrganismos multirresistentes (MDR) estdo diretamente associadas com
aumento da mortalidade quando comparadas aquelas causadas por bactérias suscetiveis
aos antimicrobianos (MUNITA e ARIAS., 2016).

Em relatorios recentes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem definido a
RAM como uma das trés mais importantes ameacas de saude publica do século XXI,
relatando elevadas taxas de resisténcia em bactérias, por exemplo, Staphylococcus
aureus sensiveis e resistentes a Meticilina (MSSA e MRSA) (GORWITZ., 2008;
HUIJBERS et al., 2015). Esses microrganismos causam infec¢cdes associadas a salde e
sdo adquiridas nas comunidade (WHO, 2014; MUNITA e ARIAS, 2016; MARSTON et
al., 2016).

Uma das principais formas de disseminacdo de bactérias sensiveis e resistentes
consiste na falta de praticas higiénico-sanitarias adequadas no ambiente de
processamento e armazenamento de alimentos (TEIXEIRA et al., 2008; GUTIERRE et
al., 2012; HO et al., 2014). De acordo com Fetsch e Johler (2018), estratégias que visem
diminuir ou que ajudem a controlar e combater os riscos causados por essas bactérias
sdo essenciais e devem levar em conta fatores como o tipo de processamento de
alimentos e a observacao das boas préaticas de fabricacdo e manipulacdo. Associado as
Boas Préticas, tem-se observado avangos nas técnicas de conservacao a fim de garantir
um alimento seguro e, a0 mesmo tempo, atender a demanda de conservar atributos
nutricionais e de qualidade (MACHADO et al., 2011). Isto tém resultado na crescente
busca por novas alternativas, dentre elas o uso de antimicrobianos, sendo 0s naturais 0s
mais relevantes visando diminuir os riscos a salde e a compatibilidade quimica e
sensorial (MACHADO et al., 2011).

Agentes antimicrobianos de origem vegetal, como o 6leo essencial de plantas,
sdo reconhecidos e utilizados na preservacdo de alimentos hd muitos séculos. Nesta
perspectiva, 0s Oleos essenciais sdo considerados 0s agentes antimicrobianos mais
importantes presentes nas plantas e consequentemente os mais utilizados para este fim
(MACHADO et al., 2011).
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A canela (Cinnamomum verum) é uma das especiarias mais antigas e conhecidas
do mundo (AMARA et al., 2008). O cinamaldeido (aldeido cindmico ou 3-fenil-2-
propenal) é um alcool terpeno ciclico, sendo o principal componente ativo do 6leo
essencial da canela (60-75%). Contém compostos terpendides ou fenodlicos,
hidrofobicos, possuindo poderosa atividade antimicrobiana contra uma variedade de
patogenos, incluindo fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (RIEGER e
SCHIFFMAN, 2014). Entretanto a sua aplicacdo na conservacdo de alimentos €
limitada pelo seu sabor caracteristico, volatilidade e natureza lipofilica (LOPEZ-MATA
etal., 2017).

Visando a aplicabilidade desses componentes em matrizes alimentares, sistemas
de modelo alimentares véem sendo propostos para elucidar a influéncia de componentes
alimentares na acdo antimicrobiana de compostos naturais (GUTIERREZ; BARRY-
RYAN e BOURKE., 2009; XIAO et al., 2014). Neste contexto, a microencapsulacao
vem ganhando espaco no cenario cientifico mundial, pois proporciona a protegdo e
estabilidade do material encapsulado, criando maior estabilidade, prolongando a vida
atil, e permitindo sua liberacdo em local e quantidade propicia (VASISHT., 2014;
HOLKEM et al., 2015).

Entre as diferentes técnicas de encapsulacdo decidiu-se por estudar a aplicacéo
do processo de coacervacdo simples, quando envolve um Unico polimero e €
caracterizada pela separacdo da fase liquida através da adicdo de um eletrélito (sal ou
alcool) que compete pela agua a solucdo coloidal (LEIMANN., 2008). O sucesso na
aplicacdo da técnica depende da determinacdo das condi¢bes apropriadas para deposicdo
do coacervado (VASILIU et al., 2005). Para formacdo das microparticulas por esta
técnica, uma das consideraces mais importantes € o material envoltério da
microparticula, dentre as diversas substancias que podem ser utilizadas, a quitosana
(fonte alternativa obtida da casca de crustaceos) vem obtendo destaque dada a sua alta
capacidade de formar particulas e seu potencial antimicrobiano (SUAVE et al., 2006;
GONSALVES, et al .,2011).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi obter e caracterizar
microparticulas de trans-cinamaldeido por coacervacao simples em matriz encapsulante
de quitosana, além de testar a atividade antimibacteriana in vitro na inibicdo de S.

aureus Resistentes a Meticilina (MRSA).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Obter microparticulas de quitosana contendo Trans-cinamaldeido com

bioatividade na inibicdo de Staphylococcus aureus MRSA.
2.2. Objetivos especificos

» Determinar o processo de encapsulacdo do Trans-cinamaldeido por coacervagédo
simples utilizando a quitosana como material de parede e vanilina como
reticulante;

» Caracterizar as microparticulas quanto a morfologia, diametro, indice de
polidispersdo e carga de superficie (potencial zeta);

» Avaliar a eficiéncia de encapsulagdo do Trans-cinamaldeido na condi¢do do
processo em estudo;

» Avaliar a atividade antibacteriana das microparticulas com o Trans-
cinamaldeido na inibicdo de Staphylococcus aureus MRSA.
>
3. PROBLEMA DE PESQUISA E HIPOTESE

Com o crescimento significativo das doencas veiculadas por alimentos a nivel
mundial, garantir um alimento seguro é essencial para a seguranca alimentar. Bactérias
resistentes aos antimicrobianos sdo consideradas uma ameaca em potencial a saude
humana, uma vez que infecgdes causadas por essas bactérias requerem maior tempo e
custo para o tratamento. Elas também apresentam um potencial maior de
morbimortalidade, uma vez que conseguem se proliferar de forma mais acelerada,
qguando comparada com outras bactérias ndo resistentes. Assim, como pergunta
condutora: A elaboracdo de particulas de quitosana contendo Trans-cinamaldeido por
coacervacdo simples seria uma alternativa a fim de se proporcionar uma agéo
antibacteriana com maior eficicia de antimicrobianos naturais na inibi¢do de S. aureus
Resistentes a Meticilina (MRSA).

Como hipotese tem-se que a encapsulacdo de trans-cinamaldeido em matriz de
quitosana, por coacervacdo simples ir4 potencializar a propriedade antimicrobiana do

fitoquimico na inibigdo de S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA).
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Seguranca alimentar e surtos de doencas veiculadas por alimentos

A adequacdo da alimentacdo pode ser compreendida sob diversos aspectos e,
entre estes, a qualidade sanitaria dos alimentos. A seguranca alimentar abrange, entre
outros aspectos, a garantia da qualidade bioldgica, sanitaria, nutricional e tecnoldgica
dos alimentos, bem como seu aproveitamento, estimulando praticas alimentares e estilos
de vida saudaveis que respeitem a diversidade étnica, racial e cultural da populagdo
(BRASIL, 2017). Ja a seguranca de alimentos refere-se aos alimentos seguros ou a
inocuidade dos alimentos (WHO, 2013).

Entre os principais desafios a serem alcancados pela salde publica, estd a
garantia da oferta de alimentos seguros a populacdo. Embora haja grande interesse por
parte de governos de todo o mundo para a melhora da seguranga do abastecimento
alimentar, a ocorréncia de doengas veiculadas por alimentos (DVA’s) continua sendo
um significativo problema de saude publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (WHO, 2006; BRASIL, 2017).

DVA’s ¢ um termo genérico relacionado a uma sindrome que resulta em
diferentes sintomas como anorexia, vomito, nauseas e/ou diarreia. As DVA’s sdo
resultados da ingestdo de alimentos e/ou agua contaminada por toxinas, agrotoxicos,

bactérias, virus, prions, produtos quimicos e metais pesados (BRASIL, 2011).

As DVA’s podem ser identificadas quando uma ou mais pessoas apresentam
sintomas similares, apds a ingestdo de alimentos contaminados com micro-organismos
patogénicos, suas toxinas, substancias quimicas tdxicas ou objetos lesivos, configurando
uma fonte comum (FOOD SAFETY BRAZIL, 2016). A maioria dos surtos tem sido
relacionada a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e odor normais, sem
qualquer alteracdo organoléptica visivel, e isso ocorre porque a dose infectante de
patogenos alimentares geralmente € menor que a quantidade de micro-organismos
necessaria para degradar os alimentos (CDC 2006; FOOD SAFETY BRAZIL, 2016).

No Brasil, no periodo de 2003 a 2018 foram notificados 10.898 surtos de
DVA'’s, com envolvimento de 208.246 doentes, uma media anual de 681 surtos e
13.015 doentes (BRASIL, 2019). Ainda, de acordo com os dados disponiveis até maio
de 2019, apontam como agentes mais frequentes os de origem bacteriana e dentre eles,
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S. aureus, micro-organismo frequentemente envolvido em surtos de toxinose alimentar,
estando muito associado a manipulacdo inadequada dos alimentos, uma vez que é
comumente encontrado na pele, mucosas do trato respiratorio superior e intestino de
humanos (BRASIL, 2019). Ainda, S. aureus frequentemente abriga determinantes de
resisténcia a antimicrobianos (como por exemplo, 0s S. aureus resistentes a meticilina,
conhecidos como MRSA) o que dificulta ainda mais o tratamento dessas toxinoses e
aumenta significativamente os custos associados (ZELL et al., 2008).

4.2. Stapylococcus aureus: Patogenicidade e relevancia no contexto da seguranca

alimentar

Staphylococcus aureus é um patégeno comensal e oportunista que pode causar a
contaminacdo de produtos alimentares durante a preparacio e o processamento. E
considerada a espécie mais patogénica do género Staphylococcus sendo classificado
como cocos gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro,
imdveis, ndo esporulados e geralmente ndo encapsulados (Figura 1). S&o considerados
anaerdbios facultativos, com multiplicacdo rapida e sua temperatura de crescimento
pode variar de 4 a 46°C (CASSETTARI., 2005; JORGENSEN et al., 2015; GRACE &
FETSCH., 2018). Sdo comumente encontrados em diversas superficies ambientais e
principalmente na superficie corporal dos mamiferos, estando presentes na superficie
nasal, cabelos, garganta e pele, podendo causar uma gama de doencas diferentes. A
maioria frequentemente, causa infeccoes de pele e infeccBes do trato respiratorio
(MUSTAFA et al., 2009; OTTO., 2014).

Figura 1. Microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus spp. Caracteristica
morfotintorial pela técnica de Gram.
Fonte: Tortora, Funke e Case (2005).
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Essa versatilidade de cepas de S. aureus como agente patogénico resulta do
fato de que as cepas de S. aureus possuem um repertorio variado fatores de viruléncia
(Figura 2), muitos dos quais s&o codificados em elementos genéticos (MGES), tais como
plasmideos ou profagos (bacteriofago)e pode ser transferido entre cepas por gene
horizontal transferéncia (HGT) (MORIKAWA et al., 2013). Esse alto potencial
infeccioso do S. aureus também estd associado a producdo de moléculas com grande
poder patogénico, que incluem enzimas, como as betalactamases, coagulases,
hialuronidases e catalases, e a producdo de toxinas como as alfa, beta e gama toxinas, a
leucocidina, a esfoliatina, a toxina do choque toxico e as enterotoxinas, sendo esta
ultima a principal causadora de de intoxicagcBes alimentares de origem bacteriana
(NOVICK., 2000; ARGUDIN et al., 2010).

Grande parte das cepas S. aureus s@o produtoras de enterotoxinas (EE) em
alimentos. Cinco enterotoxinas estafilococicas classicas sdo as causas mais comuns de
DVA por S. aureus, séo elas: SEA, SEB, SEC, SED e SEE (KIM et al., 2011). Estas
toxinas sdo proteinas béasicas constituidas por 220-240 aminoacidos e tém pesos
moleculares semelhantes de 25-30 kDa. A SEA é mais frequentemente envolvida na

intoxicacdo alimentar causada pelo Staphylococcus (WU et al., 2016).

Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
A Coagulase /Enzeroeox»n 8
Proten A % - TSST
N ‘ \ J a-Toxin Pepbd?grycan Caplsuie

Elastin-binding

protein \Q

Collagen-binding

Fibronectin-binding

protein \a

Clumping factor

Cell-wall- Repeats Ligand-binding
anchoring domain
domain

Figura 2. Fatores de viruléncia em Staphylococcus aureus.

Fonte: Gordon e Lowy (2008)
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Dados do ministério da saude do Brasil destacam os principais agentes etioldgicos
responsaveis pelos surtos de DVA’s no pais entre os anos de 2000 a 2017, onde S.
aureus ocupa a terceira colocacdo (BRASIL, 2018). Para que uma intoxicagédo
estafilococica ocorra é preciso que existam condicdes favorareis ao crescimento de S.
aureus no alimento, situacdo em que rapidamente podem ser alcancados niveis elevados

de contaminag&o, sendo um perigo para a satde publica (MOHAMED et al., 2015).

E bem conhecido que o consumo de alimentos contaminados com esta bactéria
pode causar de sintomas leves a graves, 0S principais sintomas de intoxicacOes
estafilococicas incluem nauseas, vomitos e célicas abdominais (FORSYTHE., 2013). O
inicio dos sintomas causados por este patdgeno costuma ser rapido, ocorrendo no
periodo de poucas horas apds a ingestdo do alimento. Os sintomas podem ser bastante
agudos, dependendo da suscetibilidade individual a toxina, da quantidade de alimento
contaminado ingerido, da quantidade de toxina no alimento ingerido e da saude geral do
individuo (FORSYTHE., 2013).

Dentre os alimentos que sdo frequentemente responsaveis pela intoxicacao
estafilocdcica incluem carne e produtos a base de carne, assim como produtos de aves
e ovos ; leite e produtos lacteos; saladas; produtos de panificacdo, em especial doces e
bolos recheados de creme erecheios desanduiche (US FOOD and DRUG
ADMINISTRATION, 1998; RAJKOVIC.A, 2016). Embora esta doenca seja auto
limitante, ocasionalmente pode se tornar mais ameacadora provocando uma
hospitalizacdo ou até mesmo a morte, sobretudo se envolver individuos do grupo de
risco como criancas, idosos e imunodeprimidos (TAREKGNE et al., 2016). S. aureus
também possui a capacidade de formar biofilmes, compostos por multicamadas de
células e resistir a dessecacao, ao calor e sdo mais tolerantes aos desinfetantes comuns
do que a maioria das bactérias podendo permanecer em superficies, utensilios e
equipamentos utilizados no preparo de alimentos, 0 que constitui outra importante fonte
de contaminagdo (TAREKGNE et al., 2016).

E importante salientar que a falta de préticas higiénico-sanitarias adequadas
noambiente de processamento e armazenamento de alimentos pode resultar na
contamina¢do de produtos alimenticios com S. aureus pelos produtos de cepas
enterotoxigénicas nos alimentos. Essa contaminagdo normalmente ocorre durante a

manipulacdo direta dos alimentos pelos manipuladores de alimentos, que podem ser
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individuos portadores assintomaticos ou individuos que possuem algum tipo de infeccéo
(TEIXEIRA et al., 2008; GUTIERRE et al., 2012; HO et al., 2014). De acordo com
FETSCH & JOHLER (2018), estratégias que visem diminuir ou que ajudem a controlar
0S riscos sdo essenciais e devem levar em conta fatores como o tipo de processamento
dos alimentos, a observacdo das boas praticas e a variabilidade da producéo de

enterotoxinas nos diversos alimentos.

Em paralelo, outra caracteristica relacionada a S. aureus esta a sua capacidade
de abrigar determinantes de resisténcia a antimicrobianos, como por exemplo, os S.
aureus resistentes a meticilina, conhecidos como MRSA. Existe uma prevaléncia
relativamente alta de cepas multirresistentes para esta espécie, além disso,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) tem sido uma das principais
preocupacOes de salde publica, ficando atras apenas do C. difficile como causa de
infeccbes associadas aos cuidados de saude (MARSTON et al, 2016;
BENKERROUM., 2018).

4.3. Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana esta intimamente associada ao uso de agentes
antimicrobianos na pratica clinica. A terapia prolongada com antibidticos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia em um microrganismo que inicialmente é sensivel a
antibidticos, mas depois pode adaptar-se gradualmente e desenvolver resisténcia aos
antibidticos. Quando um antibiético ataca bactérias, as células bacterianas suscetiveis a
ele morrerdo, mas aqueles que tém alguma resisténcia sobreviverdo (DZIDIC., 2008;
GIEDRAITIENE., 2011).

Observando-se de uma perspectiva evolutiva, as bactérias usam estratégias
genéticas principais para se adaptarem o "ataque™ antibidtico: (1) mutacdes no (s) gene
(s) frequentemente associado ao mecanismo de acdo do composto e (2) aquisicdo de
DNA estranho que codifica para determinantes de resisténcia através da transferéncia
horizontal de genes (THG), que ocorre de uma bactéria para outra e que pode ocorrer
através de trés mecanismos principais:transferéncia de plasmideo, transferéncia por
entrega viral etransferéncia de DNA livre (Figura 3). Os genes de resisténcia podem ser
transferidos de trés maneiras principais: (a) transdugdo (via bacteriofagos e integrons),
(b) conjugacgdo (via plasmideos e transposons conjugativos) e (c) transformacdo (via

incorporacdo de DNA cromossomico). Entdo os genes sdo incorporadosno cromossomo
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receptor por recombinacdo outransposicdo e pode ter uma ou varias alteragdes na
sequéncia génica (DZIDIC., 2008; HAWKEY., 2008; GIEDRAITIENE., 2011;
MUNITA e ARIAS., 2012).
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Figura 3. Trés mecanismos principais de transferéncia de genes de resisténcia
em uma bactéria. (a) transducéo (b) conjugacéo (c) transformacéo
Fonte: Giedraitiené,2011.

O surgimento de um fendtipo resistente a agentes antimicrobianos depende de
varios fatores de um hospedeiro: grau de expressdo da resisténcia, capacidade de um
microrganismo para tolerar o mecanismo de resisténcia, local de colonizacao inicial e
outrosfatores (DZIDIC., 2008; MUNITA e ARIAS., 2012). Quando os determinantes da
resisténcia estdo nos plasmideos, eles se espalham rapidamente dentro do género eaté
géneros bacterianos ndo relacionados. Quando a resisténcia éassociados aos genes nos
Cromossomos, 0s microrganismos resistentes se espalhardo mais lentamente
(GIEDRAITIENE.,, 2011; MUNITA e ARIAS., 2012).

Com isso, a resisténcia bacteriana vem sendo classificada como um problema
global complexo, multifacetado e urgente. Infec¢des causadas por bactérias RAM estdo
associados com excesso de mortalidade, internagcdes prolongadas, aumento de custos.
Em seu relatdrio global sobre vigilancia de resisténcia a antimicrobianos, a Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) relatou taxas muito altas de resisténcia em bactérias, por

exemplo, Staphylococcus aureus que causam infecgdes associadas & salde e é
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caracterizado por sua alta capacidade de adaptagcdo aos antimicrobianos pela aquisi¢édo
de mecanismos de resisténcia particularmente contra a meticilina, complicando ainda
mais o tratamento de infec¢des (DE KRAKER et al., 2011; WHO, 2014).

4.4 Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA -MRSA

Em 1928, Alexandre Fleming descobriu a penicilina quando constatou que as
colonias de S. Aureus se encontravam lisadas na presenca do fungo Penicillium
notatum. A partir de entdo, foi possivel o tratamento de infecGes causadas por S.aureus
(MOELLERING, 2011). Contudo, pouco tempo depois da introducdo da penicilina na
pratica clinica, em 1942, foram descritas cepas de S. aureus com resisténcia a esse
antibidtico através da aquisi¢do de genes que codificam as [-lactamases, enzimas que
hidrolisam hidrolisa o anel beta-lactdmico que é central para o antimicrobiano,
designadas por penicilinases (KIRBY., 1944; MOELLERING., 2011; BOSWIHI &
UDO., 2018).

Com a disseminacdo da resisténcia a penicilina entre as cepas de S. aureus, em
1960, é lancada no comércio, a meticilina, uma penicilina semi-sintética resistente as
beta-lactamases. A meticilina é um derivado semi-sintético da penicilina
desenvolvido,no final da década de 1950, por uma modificacdo da estrutura da
penicilinaque conferiu resisténcia a penicilinase. Porém, ja em de 1961 surgiu a
descricdo de cepas resistentes a meticilina as quais foram denominadas de “Methicilin
Resistant Staphylococcus aureus” — MRSA, e desde entdo, houve uma epidemia global
de doencas resistentes a meticilina. Staphylococcus aureus (MRSA) tanto na area da
salde quanto na comunidade. O termo MRSA é utilizado para designar linhagens de S.
aureus que ndo respondem ao tratamento com antibidticos B-lactamicos, antibidticos
bactericidas, que atuam inibindo a sintese de mucopeptideo ou peptidoglicano, na fase
parietal (JEVONS., 1961; CAMPBELL., 2012; DAVID e DAUM., 2010; BOSWIHI &
UDO., 2018).

As células estafilococicas sdo rodeadas por uma estrutura em malha, com 20 a
40nm de espessura, chamada parede celular de peptideoglicano, que € composta por
uma serie de pequenas cadeias alternadas de acido N-acetilmuramico e residuos N-
acetilglicosamina. As cadeias acido N-acetilmuramico e residuos N-acetilglicosamina
sdo geralmente unidas entre si por uma pentaglicina, através de uma ligagdo cruzada.

Essa ligacdo cruzada ou transpeptidacdo ocorre na superficie externa da parede celular
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em uma rea¢ao catalisada por proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs). Os B-lactamicos
agem a partir de sua ligacdo a estas proteinas, inibindo a formacao do peptideoglicano e,
consequentemente causando desestruturacdo da parede e a morte da bactéria
(STAPLETON., 2007; BOSWIHI & UDO., 2018).

A resisténcia a meticilina foi adquirida atraves da transferéncia horizontal do
gene mecA de uma fonte desconhecida para S. aureus suscetivel a meticilina (MSSA).
(STROMMENGER et al, 2014). O MRSA é distribuido em todo 0 mundo econstitui
uma grande preocupac¢do em saude humana devido a suaepidemiologia complexa e sua
capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia a antibioticos.Devido ao seu
potencial patogénico e a complexidade de seu tratamento, 0 MRSA tem recebido mais
atencdo do que os sensiveis a meticilina - MSSA (JEVONS MP., 1963; DYKE., 1966;
DAVID., 2011; RODRIGUEZ et al., 2015).

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina églobalmente prevalente em
contextos hospitalares como MRSA associado a hospital (HA-MRSA), que se deve
principalmente a disseminacdo intra e inter-hospitalar de linhagens clonais epidémicas,
porém também houve o surgimento de MRSA na comunidade sem nenhuma relacdo
com os servicos de saude (CA-MRSA), essas cepas sdo geralmente suscetiveis a
antibidticos ndo beta-lactdmicos, geralmente expressam niveis mais baixos de
resisténcia a oxacilina e multiplicam-se mais rapidamente do que as cepas HA-MRSA
(DEURENBERG et al., 2007; UDO., 2013; MEDIAVILLA et al., 2015).

Seu mecanismo mais importante de resisténcia a antibidticos nos
Staphylococcus esta associado ao gene mecA, que confere resisténcia a grande classe de
antibioticos B-lactamicos (ROLO et al., 2017).Essa resisténcia dar-se através de um
sistema de transducdo de sinal que desencadeia a sintese de uma proteina de ligacdo a
penicilina, denominada proteinas ligadoras de penicilina (PBP2a), que mostrabaixa
afinidade por antibioticos beta-lactamicos, como penicilina emeticilina, e assim
promove a sobrevivéncia bacteriana por prevencao do antibiotico de inibicdo da sintese
da parede celula (BOTELHO et al., 2011, LOVERING et al., 2012, MARSTON et al.,
2016).Como resultado, mesmo na presenca de antibidtico beta-lactamico, a biossintese
da camada peptidoglicana ndo € interrompida e a bactéria pode sobreviver. Sdo descritas
5 classes de complexo mec(Figura 4), de acordo com a organizacdo genética da unidade
regulatéria do gene mecA (regido mecR1-mecl). Em S. aureus existem apenas 3 delas:
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as classes A, B e C, que possui duas variantes, C1 e C2 (MILHEIRICO., 2007;
DEURENBERG & STOBBERINGHT., 2008).

¥ Clal Xbal - - Clal

Classe A ‘ mec A ‘ ‘ MS mecR1 PB ‘ mecl ‘

Clal Xbal -— Clul -—

Classe B ‘ mec A H MS mecR1 181272

Classe C1

e o
Classe C2 ‘ mec A H mecﬁfi

Figura 4. Componentes das classes de complexo mec existentes em S. aureus.

Fonte: Adaptado de LIM, 2002.

A resisténcia em funcdo do gene mecA (Figura 5) se deve principalmente a
aquisicdo de um elemento genético mdvel, que é conhecido como Cromossomo
Cassette Staphylococal SCCmec, que sempre insere no mesmo local no cromossomo, na
extremidade 3 'do orfX, que codifica uma RNA metiltransferase. O SCCmec € portador
do mecA, com tamanho entre 21 e 61kb, que esta inserido no cromossomo
(DEURENBERG & STOBBERINGHT., 2008). H& onze tipos de SCCmec (I a Xl),
descritos e classificados de acordo com seu tamanho e contetido, pelo tipo de “cassette
chromosome recombinase” (ccr) e a classe do complexo mec que eles possuem
(SHORE., 2011).

O gene mecA esta localizado dentro de um operon mec, juntamente com seus
genes reguladores: mecl e mecR1, que codificam as proteinas repressoras mecl e
indutora mecR1, respectivamente. A primeira, reprime a transcricdo do gene mecA, e

mecl/mecR1 na auséncia de beta-lactamicos.

Assim, ndo ha producéo de proteina PBP2a, de modo a ndo haver gasto

energético celular desnecessario. Na presenca de antibidticos beta-lactdmicos, a proteina
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mecRL1 é clivada, o que leva a clivagem da proteina mecl pela metaloprotease liberada

na primeira clivagem.
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Figura 5. Acdo do gene mecA
Fonte: Sousa, 2006

Com a degradacdo da mecl, a regido operadora do mecA fica livre,
permitindo a transcricdo do gene e produgdo da proteina alterada PBP2a
(DEURENBERG &STOBBERINGHT., 2008; BOUNDY et al., 2013; ROLO et al.,
2017).

A Introducdo do determinante mecA no genoma do S. aureus em multiplas
ocasides, levou ao surgimento e disseminacdo mundial, com isso S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) apresenta sérios problemas de satde publica, principalmente devido
a sua capacidade de colonizar e infectar seres humanos e animaisde varios S. aureus
resistentes a meticilina. (MRSA) (FUDA et al.,2004; LAURENT et al., 2012;
PETINAKI E SPILIOPOULOU., 2012; PAPADOPOULOS et al., 2019). Cepas de
MRSA tém sido relatadas de varias fontes de alimentos, como aves, suinos, bovinos,
leite e vegetais, sugerindo que os alimentos podem servir como reservatorios E

importante identificar a origem do MRSA relacionado a alimentos e avaliar a

patogenicidade potencial desses isolados de MRSA (WU et al., 2018).

Eventos de intoxicacdo alimentar sdo frequentemente subnotificados e,
portanto, S. aureus e MRSA em alimentos podem estar subestimados. A vigilancia
continua de patégenos transmitidos por alimentos e 0 monitoramento do surgimento de
MRSA e diagnostico rapido e adequado séo essenciais para a saude publica (CRAGO et

al., 2010).0 tratamento de infecgOes estafilococicas tornou-se extremamente desafiador
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devido a propensdo do organismo a evoluir rapidamenteem cepas resistentes a
antibioticos O tratamento bem sucedido dessas infeccbes deve ser precoce e com
diagndstico preciso. Em contextos clinicos, o diagndstico é baseado em combinacgéo de
informacao epidemioldgica, clinicasintomas e caracterizacdo da infeccdo por Cepas
MRSA (WU et al., 2018).

Métodos convencionais de detetccdo para essas cepas consiste no teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco de antibiograma,
no qual as cepas sdo classificadas como resistente, intermediario ou sensivel de acordo
com o tamanho do alo formado, tendo como base a tabela de referéncia estabelecida
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para cada antimicrobiano. Ha
ainda técnicas mais novas de identificagio como &gares seletivos para MRSA
(MRSASelect, CHROM Agar MRSA, MRSA ID), técnica de aglutinacdo em latex para
deteccdo de proteina A e fator de coagulacdo, deteccdo de PBP2a, que apresentam boa
sensibilidade e especificidade e tempos de resposta intermediarios entre as metodologias
tradicional e molecular (QUINTELAS et a.l, 2015; CLSI., 2018).

Um grande avanco no controle da infeccdo por S. aureus e MRSA tem sido a
disponibilidade de testes rapidos de triagem molecular da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), onde se identifica a bactéria por amplificacdo de seu material
genético e deteccdo de genes caracteristicos, para identificacdo de portadores de S.
aureus, com tempos de espera para diagnéstico reduzido para 0 mesmo dia, comparado
com varios dias usando cultura de laboratério em agar (COATES, COATES., 2009).
Em contrapartida, o custo das técnicas moleculares maior que as metodologias classicas,
que por sua vez necessitam de pelo menos 48 horas para liberar os seus primeiros
resultados (VAN HAL., 2007). Assim, o principal argumento para a utilizacdo dos
métodos de deteccdo rapida de MRSA é a reducdo dos casos de infeccdo e a
consequente reducdo dos gastos com cuidados ao paciente, que superaria 0s
investimentos com a metodologia (FRENCH., 2009; QUINTELAS et al., 2015).

4.5. Estratégias de controle da Disseminacao do Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina (MRSA)
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Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) é o principal
microrganismo responsavel pelas infecgdes em ambiente hospitalar e nas unidades de
salde. Além disso, durante os anos mais recentes, 0 MRSA comunitario (MRSA-CO)
também aumentou. Embora a dimensdo exata da doenca relacionada ao MRSA
permaneca desconhecida, existe consenso entre a maioria dos infectologistas que as
infeccbes por MRSA sdo um problema importante clinico e de saude publica
(PETINAKI E SPILIOPOULOU., 2012; WU et al., 2018; PAPADOPOQULOS et al.,
2019).

A emergéncia de isolados de MRSA é considerada preocupante, visto que o
tratamento empirico de uma variedade de infec¢cbes comunitarias de pele e tecidos
moles e até mesmo pneumonias é realizado com antimicrobianos beta-lactamicos.
Medidas de controle da Disseminacédo do Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina
(MRSA) séo necessarias para diminuir o numero de infeccbes causadas por este
patdgeno. Tratando-se de seguranca e qualidade ha requisitos a serem preenchido. E de
fundamental importancia respeitar corretamente todas as etapas de producédo, desde a
matéria prima até o produto final, além das condic6es higiénico-sanitarias que ocupa um
lugar preponderante (QUINTELAS et al., 2015).

A escassez de tratamento efetivo contra essse patdgeno é um fator limitante
para dimiunicdo do numero de surtos associados a S. aureus MRSA. Assim, 0
desenvolvimento de novos métodos de controle é de fundamental importancia para a

diminuicdo da disseminacdo desses patdgenos.
4.6. Canela (Cinnamomum zeylanicum)

A canela (Cinnamomum zeylanicum) é uma planta nativa da Asia, pertencente
a familia das lauraceas, sendo uma arvore de ciclo perene que pode atingir até 8 a 9
metros de altura (figura 6). Descoberta desde 2.500 anos a.C. pelos chineses possuia
mais valor do que o ouro. Na Arabia, era considerada uma mercadoria preciosa; 0s
egipcios utilizavam-na para embalsamar seus mortos, junto com outros condimentos.
No século XVIII, por volta de 1776, o cultivo da canela comecou a se espalhar pelo
mundo. A canela era utilizada para aromatizar molhos e vinhos brancos, sendo também
utilizada para perfumes. No Brasil € comumente encontrada e conhecida como canela-
da-india e canela-do-ceildo (SCHIPER., 1999; NEGRAES., 2003; LIMA., 2005).
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Figura 6. Canela (Cinnamomum zeylanicum). (A) Arvore da canela, (B), Canela em pé.

As partes de maior interesse comercial correspondem a parte interna da casca
do tronco e dos ramos, possuindo vasto uso mundial na perfumaria e na culinéria,
devido suas propriedades aromaticas e condimentares além de ser também,
popularmente, utilizada como estimulante, tbnica, carminativa e antiespasmddica
(LIMA., 2005). A canela é muito difundida na culinaria oriental, nas industrias de
flavorizantes, de perfumaria e também nas inddstrias de bebidas e alimentos
principalmente pelas suas propriedades organolépticas (sabor e odor) conferidas pelos

seus compostos quimicos (LIMA., 2005).

A canela possui em sua composicao ingredientes de fundamental importancia
para nosso organismo (Tabela 1). Seus constituintes quimicos mais importantes sao 0s
Oleos essenciais (cinamaldeido, eugenol e acido cindmico), mucilagem, diterpenos e
proantocianidinas. Os 6leos essenciais podem ser obtidos tanto das cascas como das
folhas e raizes, mas a composicdo dos dois é completamente distinta SCHIPER, 1999;
BURT., 2004; LOPEZ-MATA et al., 2017).

Estudos relatam a predominancia de cinamaldeido entre 65 a 80% nas cascas,
com 5 a 10% de eugenol. Em contrapartida, nas folhas a relacdo € inversa,
predominando o eugenol, com presenca entre 70 a 95% e 1 a 5% de cinamaldeido. Nas
raizes existe um predominio de canfora em torno de 60% (KOKETSU et al., 1997;
RAO, GAN., 2014).
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Carboidratos: 79,85 g

Vitamina K: 0,031mg

Zinco: 1,97 mg

Proteinas: 3,89 g

Sédio: 26 mg

Fésforo: 61 mg

Gordura total: 3,19 g Ferro: 38,07 mg Agua: 9,52 g
Calorias: 261 kcal Caobre: 0,23 mg Aclcares: 0,5 g
Vitamina A: 0,001 mg | Magnésio: 56 mg Fibra: 54,3 g

Vitamina B6: 0,31 mg

Selénio: 0,001 mg

Acidos saturados: 0,65 g

Vitamina C: 0,028 mg

Potassio: 500 mg

Calcio: 1.228 mg

Tabela 1. Micronutrientes presentes na canela em po.
Fonte: United State Departamento of Agriculture- USDA (2010)

4.7. Cinamaldeido

Os oOleos essenciais da canela tém sido amplamente utilizados nas inddstrias
cosméticas, farmacéuticas e alimenticias, especialmente por suas propriedades
bioldgicas como acdo antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antiviral, anti-
inflamatoria, anti-hipertensiva, antitumoral, gastroprotetora, hipoglicemiante, entre
outras (CHANG et al., 2013; UDAYAPRAKASH et al., 2015).

Entre todos os componentes do 6leo essencial da canela (OECZey), o seu
potencial terapéutico é atribuido principalmente ao cinamaldeido, composto este que

também é o principal o responsavel pelo odor da canela (LEE E BALICK., 2005).

O cinamaldeido (aldeido cindmico ou 3-fenil-2-propenal) é um &lcool terpeno
ciclico, (figura 7), que possui como Caracteristicas ser um liquido oleoso amarelado,
viscoso, forma molecular C9H80, peso molecular de 132,16 g/mol e com um ponto de
fusdo da ordem dos -7°C e um ponto de ebulicdo da ordem dos 246°C. Seu uso possui
aprovacao pela Food and Drog Administration (FDA) e com isso vem sendo bastante
utilizado principalmente na indastria alimenticia e de cosméticos (AMARA E El-
Masry., 2008; RAO E GAN., 2014).

Na inddstria de alimentos, o cinamaldeido pode ser incorporado ao material de
embalagem ou adicionado diretamente aos alimentos e wusado como agente
aromatizante. Entretanto sua aplicacdo visando a conservacdo de alimentos tem sido
limitada por sua volatilidade, sabor caracteristico e natureza lipofilica (AMARA E EIl-
Masry., 2008; RAO E GAN., 2014; ZHU et al., 2017).
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Figura 7. Estrutura quimica do Cinamaldeido
Fonte: MARTINS, 2010.

Estudos tém demonstrado que o cinamaldeido possui poderosa atividade
antimicrobiana contra uma variedade de patdgenos, incluindo fungos, bactérias Gram-
positivas e Gram negativas. (RIEGER., 2014; CHEN et al., 2016).

Estudos realizados por Wen et al (2016) mostrou que a forte atividade
antimicrobiana do filme nanofibroso de PVA / CEO / B-CD foi atribuido principalmente
a existéncia de cinamaldeido. Gill e Holley (2005) concluiram em seus estudos que a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de cinamaldeido contra Listeria Monocytogenes
é 40 mM . Estudos também relatam que o cinamaldeido é capaz de inibi o crescimento
de Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157: H7 e

Salmonella enterica serovar Typhimurium (Helander et al., 1998).

Os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos que,
em pequenas concentracdes possuem atividade letal ou inibitéria contra muitas espécies
microbianas. Agentes antimicrobianos provenientes de fontes naturais, como EOs das
plantas, sdo reconhecidos e utilizados na preservacdo de alimentos had muitos séculos e
comeca a crescer no mercado, especialmente em combinacdo com outras técnicas
modernas de controle, como a andlise de riscos e o controle de pontos criticos.
(SOARES et al., 2009; FALCO et al., 2018).

Os OEs sdo classificados como compostos quimicos lipofilicos e volateis que
contém uma vasta série de metabolitos secundarios que podem inibir ou retardar o
crescimento de bactérias, leveduras e bolores, cujos componentes tém uma variedade de
alvos de acdo, particularmente sobre a membrana e o citoplasma microbiano, e em

certas situagOes alteram completamente a morfologia. (SIROLI et al., 2015).

Os EOs podem estar presentes em todos os Orgdos de plantas e podem ser

extraidos das peétalas, folhas, cascas, raizes, sementes e resina, utilizando-se métodos
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como destilacdo, prensagem e solvente, alem disso, pelo fato de serem naturais e
biodegradaveis geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos e por poderem
atuar sobre vérias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparados a farmacos
sintéticos, tornam-se substancias chaves para a pesquisa de novos medicamentos
(PINHO et al., 2012). A pesquisa desses 6leos essenciais junto com sua acdo biologica e
de técnicas que potencializem seus efeitos é de fundamental importancia para o campo
da salde, para que haja a descoberta de substancias menos toxicas e mais eficazes
contra a resisténcia microbiana e que sejam capazes de combater novos patdgenos
(FIGUEIREDO et al., 2008; PINHO et al., 2012).

4.8. Microencapsulacdo por Coacervacao simples

A microencapsulacdo consiste em uma operacdo unitadria que envolve o
empacotamento de particulas sélidas ou pequenas gotas de substancia como pigmentos,
nutrientes, enzimas e outros; O composto encapsulado é chamado de ndcleo ou recheio;
e 0 material envoltério, que forma a capsula, € denominado encapsulante, cobertura ou
parede (REBELLO, 2009; NEDOVIC et al., 2011; MENEZES et al., 2013). Essas
capsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho em trés grupos de:
macrocapsulas, que sdo maiores que 5000 pm; microcépsulas, que possuem tamanho

entre 0,2-5000 um; e nanocapsulas, que sdo menores que 0,2 um (REBELLO., 2009).

A técnica de microencapsulacdo é considerada uma alternativa de protecdo aos
compostos que se degradam facilmente devido a condi¢bes adversas como altas
temperaturas, presenca de luz, oxigénio, entre outros (MULLER et al., 2011; CELLI et
al., 2015). Tendo como principais vantagens a facilidade na manipulacéo e transporte;
permissdo de novas possibilidades para suprir necessidades e limitacfes da industria de
alimentos; reducdo da volatilidade e a reatividade das substancias encapsuladas além do
aumento a sua estabilidade a condi¢cGes ambientais adversas como oxigénio, luz e pH
extremos (CELLI et al., 2015).

O principal objetivo do processo de encapsulacdo é o aprisionamento de uma
substancia dentro de outro material (revestimento, escudo ou material de
suporte/parede), formando pequenas particulas, seladas, que podem liberar seu contetido

a taxas controladas em condicoes especificas (CELLI et al., 2015).
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Para a formacéo das particulas é necessaria a presenca de um material de parede,
podendo ser utilizado diversas substancias, como exemplo, as gomas (carragena, goma
arébica, alginato de sddio), carboidratos (agtcar, amido, celuloses, dextrinas, xarope de
milho), quitosana (fonte alternativa obtida da casca de crustaceos), lipidios (acido
estedrico, cera, Oleos e gorduras hidrogenadas, monoglicerideos e diglicerideos,
parafina, triestearina), proteinas (albumina, caseina, gelatina, glaten), dentre outras
(SUAVE et al., 2006; MORENO et al., 2016).

Dentre esses se destaca a quitosana, um polissacarideo linear, obtido pela
desacetilacdo parcial da quitina, composta por (1 — 4)-2-acetamido-2-desoxi-f3-D-
glucana (N-acetil-D-glucosamina) e¢ (I — 4)-2-amino -2- desoxi-D-glucana B (D-
glucosamina) unidades, um componente presente em cascas de camardo, de caranguejo
e de insetos, insollivel em &gua e o segundo polimero natural mais abundante depois de
celulose (AIDER, 2010). Apresenta como vantagem a ndo toxicidade, ser
biodegradavel, e biocompativel, bem como de possuir acdo antimicrobiana, inibindo o
crescimento de uma grande variedade de bactérias (CORRALES, FERNANDEZ e
HAN., 2014).

A quitosana possui a capacidade de se reticular fisica ou quimicamente devido
0S grupamentos amino que 0s tornam bastante versétil e reativo, uma vez que
influenciam em suas propriedades fisico-quimicas. Além de muitas possibilidades de
modificacdes, tais como, N-acetilacdo, N-alquilacdo, N-carboxilacdo, N-sulfonacdo e
formacdo de bases de Schiff com aldeidos e cetonas (GONSALVES, et al .,2011).

Os métodos de microencapsulacdo sdo divididos em tres grupos: Métodos fisicos
(Spray draying, pray cooling, pulverizacdo em banho térmico, leito fluidizado, extrusdo
centrifuga com multiplos orificios, co-cristalizacdo e liofilizacdo); Métodos quimicos
(inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial) e Métodos Fisico-quimicos
(Coacervacdo ou separacdo de fases, emulsificacdo seguida de evaporacdo do solvente,
pulverizagdo em agente formador de reticulagio e envolvimento lipossomico)
(SANTOS et al., 2000).

A escolha da técnica de producdo das microcapsulas, bem como a definicdo do
material formador da parede depende da fungdo que as microcapsulas irdo desempenhar,
do tamanho desejado, do meio de liberagdo e do material a ser encapsulado (SANTOS

et al., 2000; YANG et al., 2016). A tecnica de coacervacao pode ser dividida em dois
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grupos principais: coacervacdo simples e complexa. No sistema simples emprega-se
apenas uma substancia como agente encapsulante enquanto na coacervacdo complexa,
dois polimeros de cargas opostas formam um complexo sollvel e as microcapsulas séo

formadas pela interacéo interidnica entre os polimeros (YANG et al., 2016).

A coacervacdo é usada tipicamente para encapsular dleos, 6leos essenciais e
flavorizantes e consiste na separacdo das fases de um ou de muitos hidrocoloides da
solucéo inicial e da deposicdo subsequente da fase recentemente formada em torno do
ingrediente ativo suspenso ou emulsionado no meio da reacdo. ApOs este processo
podem ser adicionados agentes reticulantes, formando o que é chamado de hidrogel
(SANTOS et al., 2000; CASTRO-ROSAS et al., 2017).

Normamlmente a coacervacdo ocorre quando toda solucdo de eletrolito é
inicialmente adicionada e entdo a temperatura é gradualmente elevada atingindo entéo o
ponto de turvamento (“cloud point”), ou mantendo-se a temperatura fixa e adicionando
gradualmente a solucao de eletrolito. De forma geral processo de coacervagdo simples
consiste basicamente em solubilizar o material de parede em meio acido e adicionar
anion ou sulfato, resultando na formacdo de complexo pouco sollavel e,

consequentemente, na precipitacdo de particulas (BERTHOLD et al., 1996).

A figura 8 apresenta um esquema dos estagios de como ocorre 0 processo de

coacervacao simples.

c D‘
. e
S0 o
e -0 0
Figura 8. Estagios da coacervacdo simples: (A) dispersdo da fase hidrofobica na

solugéo polimérica, (B) separacdo de fases do polimero, (C) formacdo da parede das

microcépsulas e (D) enrijecimento da parede atraves de reticulacao.

Fonte: Autor
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A figura 8(A) representa o estagio inicial do processo de coacervacdo simples,
onde existe apenas a dispersdo da fase hidrofdébica na solucéo polimérica. O estagio (B)
apresenta a separacdo de fase do polimero na solugdo aquosa, onde para determinada
concentracdo de eletrdlito, foi atingida a temperatura de separacédo de fases. A figura 8
(C) mostra a formacdo da parede ao redor das gotas pela deposicdo dos agregados
poliméricos na superficie do material hidrofobico e o estagio (D) representa o
enrijecimento da parede polimérica com compostos capazes de formar liga¢fes cruzadas
com o polimero (BERTHOLD et al., 1996).

A eficiéncia deste processo esta associada principalmente as caracteristicas dos
polimeros envolvidos, do complexo formado e do ndcleo a ser encapsulado (Schmitt et
al., 1998). A polaridade do nucleo, a tenséo superficial do sistema, a viscoelasticidade
do complexo e a capacidade de adsorcdo dos polimeros ao nucleo disperso, sdo
propriedades de grande importancia para a correta formacdo da parede e,
conseqiientemente, interferem na eficiéncia de retencdo do material. No entanto, os
compostos liquidos ou particulados de carater hidrofébico ou particulas sélidas de baixa
solubilidade em &gua, sdo facilmente encapsulados por esse processo (Kruif et al.,
2004).

Os OEs, como o oléo essencial da canela (trans-cinamaldeido), séo considerados
excelentes agentes antimicrobianos e antioxidantes, sendo alternativo na alimentagéo
humana e animal. No entanto, seu uso direto tem varias desvantagens, como
volatilizacdo e oxidacdo. O desenvolvimento de microparticulas de OEs pode ajudar a
evitar esses problemas (Benavides, Cortés e Franco, 2016).

A literatura vem demostrando efetividade da microencapsulacdo de trans-
cinamaldeido encapsulado em matrizes poliméricas e a manutencdo da a atividade
antibacteriana. Em estudos visando a caracterizacdo de microencapsulados de beta-
ciclodextrina contendo 6leos essenciais, incluindo o trans-cinamaldeido, Hill, Gomes e
Taylor (2013) utilizando como técnica encapsulante a liofilizagdo, verificaram que o
trans-cinamaldeido inibiu efetivamente o crescimento bacteriano dentro da faixa de
concentracgéo testada. Chun e colaboradores (2015) verificaram atividade antibacteriana
sastifatoria do trans-Cinamaldeio encapsulado pelo método de encapsulamento
molecular em matriz de B-Ciclodextrina contra bactérias gram-negativas e gram-

positivas. Chimvaree e colaboradores (2020) em estudos visando a encapsulacdo do
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trans-cinamaldeido extraido de Oleos essenciais de canela, e através do método de
encapsulamento molecular em Ciclodextrina concluiram que o trans-cinamaldeido
microencapsualdo pode inibir bactérias gram-negativas e gram-positivas. Ainda,
Barrera-Martinez e colaboradores (2020) em seu estudo sobre microparticulas de
quitosana como sistema de aprisionamento para trans-cinammaldeido utilizando o

método de geleificacdo ibnica, obtiveram efeitos citotoxicos em niveis aceitaveis.

Entre os trabalhos cientificos envolvendo a microencapsulagdo de trans-
cinamaldeido e influéncia do sistema na propriedade antibacteriana, sdo escassos dados
sobre 0 uso da técnica de coacervacdo simples. No entanto, dentre os métodos de
encpasulacdo, a microencapsulacdo por coacervacdo simples vem ganhando destaque,
pois apresenta caracteristicas simples e reprodutiveis, sendo um método rapido de se
obter microparticulas na auséncia de condic¢Ges drésticas, minimizando assim as perdas

de atividade biolégica do composto a ser encapsulado (Chun et al., 2015).

Adicionalmente, entre as matrizes poliméricas visando a microencapsulacéo de
trans-cinamaldeido o uso de quitosana vem atraindo muita atencdo devido as suas
propriedades antimicrobianas e alta capacidade de formar particulas, no entanto, com
base na literatura existente, ainda ndo esta publicado o uso desta matriz polimérica
visando a microencapsulacdo do trans-cinamldeido pela técnica de coacervacao
simples. Sarjono e colaboradores (2018) ao utilizarem a liofilizacdo como método
encapsulante em seus estudos visando a microencapsulacdo de trans-cinamaldeido
usando quitosana para avaliar a estabilidade, mucoadesiva e liberacdo de trans-
cinamaldeido, obtiveram resultados satisfatorios quanto a formacdo das microparticulas
e também os seus objetivos de estudo. Com o objetivo de avaliar a atividade
antioxidante do trans-cinamaldeido microencapsulado em quitosana por liofilizacdo
Ariestiani e colaboradores (2018) também obtiveram resultados satisfatérios quanto a
formacdo das microparticulas e atividade antioxidante. Subhaswaraj e colaboradores
(2018) utilzando 0 método de encapsulacdo por gelificacdo idnica para avaliar a eficacia
de biofilmes de nanoparticulas de quitosana encapsulando trans-cinamaldeido contra
Pseudomonas aeruginosa PAO1 observaram bons resultados quanto eficiéncia de

encapsulacdo, morfologia, e atenuacéo da viruléncia para bactérias em estudo.

Assim sendo, a técnica de coacervacdo simples, juntamente com a utilizacdo da

quitosana como material de parede foi o foco deste estudo com objetivo de se avaliara
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influéncia da encapsulacdo no efeito antibacteriano do trans-cinamaldeido para o

controle da disseminagdo de cepas sensiveis e resistentes a meticilina.

Diante do exposto e ciente de que a disseminacdo de bactérias multirresistentes,
entre as quais S. aureus, € um problema mundial e de saude publica, o desenvolvimento
de novas alternativas que visem o controle dessas cepas é de suma importancia para a
industria alimenticia, ndo apenas pelo fato de inibir o crescimento desses patdgenos,

mas também de favorecer um produto de qualidade para garantir a seguranca alimentar.
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ARTIGO

EFEITO DA ENCAPSULACAO COM QUITOSANA NA ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA DE TRANS-CINAMALDEIDO CONTRA S. aureus
RESISTENTE A METICILINA (MRSA)

Costa JO.%, Nogueira MC20BL3, Silva, MRO?, Machado ECL?

RESUMO

A ocorréncia e disseminacdo de resisténcia bacteriana (RAM) vém sendo colocados
como um problema de saude publica, e uma das principais formas de disseminagédo
dessas bactérias resistentes consistem na falta de préticas higiénico-sanitarias do
ambiente de processamento de armazenamento de alimentos. O objetivo do presente
trabalho foi produzir microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido com
bioatividade na inibicdo de Staphylococcus aureus MRSA. As microparticulas de
quitosana contendo trans-cinamaldeido foram preparadas por meio da técnica de
coacervacao simples, utilizando como material de parede a quitosana 5% (p/v) e a
vanilina como material reticulante. A caracterizacdo foi realizada em termos de
eficiéncia de encapsulacdo, diametro médio das microparticulas, indice de
polidispersdo, potencial zeta, morfologia através de MEV e microscopia otica. A andlise
antibacteriana das particulas contra Staphylococcus aureus MRSA foi realizada por
meio de técnica de microdiluicdo em caldo, determinando-se a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM). As microparticulas apresentaram diametro médio de 1,92 + 0, 005 mm,
PDI de 0,39 + 0,2, uma carga de superficie de 20,61 + 0,8 mV, eficiéncia de
encapsulacdo de 93,81% e um formato esférico e enrugado. Os ensaios da atividade
antibacteriana mostraram que as microparticulas de quitosana contendo o trans-
cinamaldeido apresentaram atividade antibacteriana para cepas de S.aureus ATCC
(6538) como também para cepas S. aureus MRSA, obtendo-se valores de CIM menores
do que os obtidos para os tratamentos com o 0Oleo livre e com as microparticulas vazias.
Assim, microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido podem ser uma
alternativa promissora para o controle da multiplicacdo e disseminagdo de S. aureus
sensiveis e resistentes a Meticilina (MSSA e MRSA).
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ABSTRACT

The occurrence and spread of bacterial resistance (RAM) has been identified as a public
health problem, and one of the main ways of spreading these resistant bacteria is the
lack of hygienic-sanitary practices in the food storage processing environment. The aim
of the present work was to produce chitosan microparticles containing trans-
cinnamaldehyde with bioactivity in the inhibition of Staphylococcus aureus MRSA.
Chitosan microparticles containing trans-cinnamaldehyde were prepared using the
simple coacervation technique, using 5% (w / v) chitosan as the wall material and
vanillin as the crosslinking material. The characterization was performed in terms of
encapsulation efficiency, average microparticle diameter, polydispersity index, zeta
potential, morphology through MEV and optical microscopy. The antibacterial analysis
of the particles against Staphylococcus aureus MRSA was performed using a broth
microdilution technique, determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
The microparticles had an average diameter of 1.92 + 0.005 mm, a PDI 0f 0.39 £ 0.2, a
surface load of 20.61 + 0.8 mV, an encapsulation efficiency of 93.81% and a shape
spherical and wrinkled. The antibacterial activity tests showed that the chitosan
microparticles containing the trans-cinnamaldehyde showed antibacterial activity for
strains of S.aureus ATCC (6538) as well as for strains S. aureus MRSA, obtaining
lower MIC values than those obtained for treatments with free oil and empty
microparticles. Thus, chitosan microparticles containing trans-cinnamaldehyde may be
a promising alternative for controlling the multiplication and dissemination of

methicillin-sensitive and resistant S. aureus (MSSA and MRSA).

Keywords: Pathogens; food security; natural antimicrobials; bacterial resistance
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1. INTRODUCAO

As doencgas transmitidas por alimentos ocorrem em decorréncia da ingestdo de
alimentos contaminados com microrganismos infecciosos ou toxinas produzidas por
determinados microrganismos (TAREKGNE et al., 2016). Diversos patdgenos sao
responsaveis por causarem doencas quando veiculados a alimentos e agua, entre 0s
quais as bactérias constituem um grande grupo, com destaque para Staphylococcus
aureus (FRIEDMAN, 2015).

E relevante destacar que os problemas com S. aureus podem estar associados &
infecgdo, principalmente quando envolve bactéria com caracteristica de resisténcia,
como por exemplo, os S. aureus resistentes a meticilina, conhecidos como MRSA
(BENKERROUM, 2018). Aléem disso, outra caracteristica relacionada a S. aureus esta
na sua capacidade de produzir toxinas a partir de 10® células por grama ou volume do
alimento, e diante da toxina preformada, causando problemas de saude (FORSYTHE,
2013; FETSCH & JOHLER, 2018). A Intoxicacgdo alimentar por Staphyococcus aureus
¢ uma das doencas transmitidas por alimentos (DTA) mais comuns, e seus sintomas
podem ser bastante agudos, dependendo da suscetibilidade individual a toxina, da
quantidade de alimento contaminado ingerido, da quantidade de toxina no alimento
ingerido e da saude geral do individuo (FORSYTHE, 2013; FETSCH & JOHLER,
2018).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € uma grande preocupacao,
principalmente para a satde publica. Sua disseminacdo envolve diversos setores, e esta
relacionada tanto ao uso adequado como ao inadequado de medicamentos anti-
infecciosos. Alem disso, também estd relacionada na producdo de alimentos,
especificamente na falta de praticas higiénico-sanitarias adequadas no ambiente de
processamento e armazenamento de alimentos e, ainda, com medidas inapropriadas para
controlar a disseminagéo de infec¢des (WHO., 2012; MUNITA e ARIAS., 2016).

Com a disseminagdo cada vez maior da resisténcia bacteriana aos produtos
quimicos e farmacos convencionais existentes, vem ocorrendo uma crescente busca de
novas alternativas nas técnicas de conservagdo dos alimentos, a fim de garantir um
alimento seguro e, a0 mesmo tempo, atender a demanda de conservar atributos
nutricionais e de qualidade (MACHADO et al., 2011).
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Os dleos essenciais, compostos quimicos lipofilicos e volateis, conttm uma
vasta série de metabdlitos secundarios que podem inibir ou retardar o crescimento de
bactérias, leveduras e bolores contém uma vasta série de metabdlitos secundarios que
podem inibir ou retardar o crescimento de bactérias, leveduras e bolores, tornando-se
uma alternativa para oferecer produtos saudaveis e seguros quando incluidos na
formulacéo (SIROLI et al., 2015).

Estudos tém demonstrado que o Trans-cinamaldeido possui poderosa atividade
antimicrobiana contra uma variedade de patdgenos, incluindo fungos, bactérias
Grampositivas e Gram negativas. (RIEGER, 2014; CHEN et al., 2016; WANI et al.,
2020). Entretanto a sua aplicacdo na conservacdo de alimentos é limitada pelo seu sabor
particular, volatilidade e natureza lipofilica (AMARA et al.,, 2008; RIEGER e
SCHIFFMAN, 2014; LOPEZ-MATA et al., 2017).

Ainda visando & aplicabilidade desses componentes em matrizes alimentares,
sistema de modelo alimentar vem sendo propostos para elucidar a influéncia de
componentes alimentares na acao antimicrobiana de compostos naturais (GUTIERREZ;
BARRYRYAN e BOURKE., 2009; XIAO et al., 2014). Neste contexto, a
microencapsulacdo vem ganhando espaco no cenéario cientifico mundial, pois
proporciona a estabilidade do material encapsulado, j& que os compostos volateis sdo
facilmente degradaveis (ZIGONEUANU et al 2008; XIAO et al., 2014 ).

A técnica de microencapsulacdo por coacervacdo simples vem sendo tipicamente
usada para encapsular 6leos essencias, pois compostos liquidos ou particulados de
carater hidrofdbico ou particulas sélidas de baixa solubilidade em &gua, séo facilmente
encapsulados por esse processo (Kruif et al., 2004). Entre as matrizes poliméricas
utilizadas para a microencapsulacdo de 6leos esséncias, a quitosana apresenta varias
vantagens, como maior eficiéncia, simplicidade operacional, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, eficacia de custo, maior capacidade de absorcao
(ILK et al., 2017). Além disso, estudos mostraram que a adi¢do de quitosana sozinha ou
combinada com Oleo essencial ndo influencia negativamente o sabor dos
alimentos (KONG, et al., 2010).

Diante do exposto, oobjetivo deste estudo foi avaliar a propriedade
antibacteriana in vitrode microparticulas de quitosana comtrans-cinamaldeidopor

coacervacao simples na inibicdo de S. aureus Resistentes a Meticilina (MRSA).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de realizacdo da pesquisa

A presente pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios de Bromatologia de
alimentos e de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco - Centro Académico de Vitoria-UFPE-CAV, em
colaboracdo com o laboratério de Biotecnologia do Centro de apoio a pesquisa da
Universidade Federal Rural de Pernambuco-CENAPESQ/UFRPE.

2.2. Materias

Para o trabalho experimental se usou o trans- cinamaldeido Oleo essencial da
canela (93%) de qualidade alimentar (Sigma Aldrich Co), quitosana de baixo peso
molecular (10 a 120 kDa, 90% de desacetilagdo, PM 50.000) (Sigma Aldrich Co),. e
outros produtos de grau analitico, incluindo Tween ™ 20 (Dinamica quimica), acido

acetico e Hidroxido de sodio (NaOH).
2.3. Preparagdo das micropartiulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido

As microparticulas foram sintetizadas pelo método de coacervacdo simples
descritos na literatura por SOUZA et al. (2005), com modificacdo devida a uma
adaptacdo na etapa de gotejamento da solucdo preparada. Deste modo, foi preparada
uma solugdo de quitosana 5% (p/v) em 100 mL de éacido acético 5% (v/v). Apds a
dissolucdo completa da quitosana, 1 mL do trans-cinamaldeido e 0,1 g do reticulante
vanilina foram adicionados e em seguida homogeizador durante 5 minutos em
Homogenizador de alta velocidade ajustavel FSH-2A (MXBAOHENG, EUA). Para
estabilizacdo do 6leo essencial a homogeinizacdo foi realizada com a solucdo de
quitosana adicionanda de trans-cinamaldeido e retilculante sob temperatura de -5°C.
Em seguida a solugdo prepada anteriomente foi adicionada a um gotejador com
didmetro de 8 mm e gotejada em em solucdo de NaOH 2,0 mol.L™* permanecendo em
agitacdo utilizando agitador magnetico sem aquecimento TE-089 (Tecnal, BR) por 30
minutos a uma rotacdo de 400 rpm para completa formacdo das microparticulas.
Posteriomente realizou-se a lavagem das particulas com &gua destilada utlizando
volumes de 50 mL até atingir pH 7,0 e em seguida, as particulas foram liofilizadas
(SOUZA et al. 2005).
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2.4. Caracterizacdo das microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido
2.4.1. indice de polidisperséo e potencial zeta

Com a finalidade de se avaliar a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos,
as microparticulas foram caracterizadas quanto ao indice de polidispersdo (PDI), e
quanto a carga superficial (através do potencial zeta) pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) utilizando o equipamento Nano Brook Zeta Plus Zeta Potential
Analyzer (Brookhaven, EUA). Para cada medicdo, 10 puL das amostras foram diluidas
(v/v) em 2 mL de agua destilada em pH neutro (~ 7,0). As andlises foram realizadas

quatro vezes.

2.4.2. Avaliacdo da morfologia das microparticulas de quitosana contendo trans-

cinamaldeido
2.4.2.1. Microscopia Optica (MO)

Para realizacdo da analise, uma gota de microparticulas foi depositada em
laminas. As micrografias dpticas foram realizadas em um microscépio éptico (DI-136B
LED, Digilab, Brasil) acoplado em sistema de aquisicdo de imagens digitais. A
morfologia dispersdo das microparticulas foi examinada em um microscopio Optico

equipado com lentes objetivas de 10x e 40x e uma camera digital.

2.4.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e diametro das

microparticulas

A partir da técnica de MEV foi realizada a determinacdo do tamanho das
microparticulas por meio da medicao do didametro médio com régua durante a obtencao
das micrografias. Para realizar a analise, as amostras contendo microparticulas foram
dispostas em stubs sobre fita de carbono e metalizadas a vacuo (Denton Vacuum, Disk
V, EUA). Utilizou-se microscopio eletronico de varredura (Tescan, MLU, VEGA3
Republica Tcheca) aplicada a uma tenséo de aceleragdo de 30 kV conforme XIAO et al.
(2014). Entre as principais razdes para a ultilizagcdo da MEV estéo a alta resolucdo para
observacdo das amostras e a aparéncia tridimensional da imagem das amostras,
resultado direto da grande profundidade de campo alcancada pela tecnica (DEDAVID et
al., 2007).

2.4.3. Eficiéncia de encapsulagéo
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A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do Trans-cinamaldeido foi realizada segundo
0 método proposto por Rutz et al. (2013). A EE foi determinada em fungdo dos
compostos fendlicos presentes na superficie e dentro das particulas. Para isto, 0,1 g de
particulas liofilizadas foram homogeneizadas em Ultra-Turrax UTTD (IKA
Workstation, DE) em 10 mL de metanol durante 5 minutos a temperatura ambiente
utilizando uma rotacdo de 600 rpm e mantida em repouso por 24 h. Apds esse periodo, a
solugéo preparada anteriomente foi centrifugada a 4200 rpm, a 25 °C por 15 min, e
0,5mL do sobrenadante foram coletados para a realizacdo da analise. As fracdes
recolhidas foram avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais pelo método de
FolinCiocalteau (Swain & Hills, 1959). A EE foi dada em porcentagem de compostos

fendlicos, conforme equacédo descrita abaixo.

EE(%) Compostos fendlicos totais — Compostos fendlicos da superficie 100
(%) = Compostos fendlicos totais X

2.5. Andlise atividade antimicrobiana In Vitro

A avaliacdo do efeito antibacteriano do Trans-cinamaldeido foi realizada pela
técnica de microdiluicio em caldo Mueller-Hinton (CLSI, 2018), através da
determinacdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima). Os testes foram realizados
com microparticulas contendo o antimicrobiano (Trans-cinamaldeido), com
microparticulas com e sem o trans-cinamaldeido e com trans-cinamaldeido em sua

forma livre.

Para a realizacdo destas analises foram utilizadas 5 cepas de S.aureus, sendo: 1
cepa de S. aureus ATCC (6538); 1 cepa S. aureus MRSA (6) com perfil de resisténcia a
cefoxitina, penicilina e meticilina; 1 cepa S. aureus MRSA (7) com perfil de resisténcia
a cefoxitina, penicilina, eritromicina, clindamicina e meticilina; 1 cepa S. aureus MRSA
(13) com perfil de resisténcia a cefoxitina, penicilina, eritromicina, clindamicina e
meticilina e 1 cepa S. aureus MRSA (17) com perfil de resisténcia a cefoxitina,
penicilina e meticilina. Estas cepas foram isoladas de alimentos (queijo coalho),
mantidas no banco de microrganismos do laboratério de Microbiologia de Alimentos do
CAV-UFPE do laboratério e mantidas sob refrigeracdo. A reativacdo das cepas foi
realizada através da retirada de uma algada das bactérias mantidas sob refrigeracdo e

transferida para caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas em estufa durante 24 h a 37
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°C. Ap6s uma algada desse crescimento foi estriada em tubos contendo meio Agar
inclinado, e incubadas por 24 h a 37 °C, para o isolamento das colonias. . A partir dessa
cultura de isolados foi preparada a suspensdo de células em solucdo salina, comparando-
se a turbidez com o padro 0,5 da escala de MacFarland (108 UFC/mL) e considerando

a densidade 6tica sob 625nm em espectrofotdmetro.

No procedimento da analise, foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96
pocos, onde foram acrescentadas em cada pogo 80 pL de caldo Mueller Hinton, 20 pL
da suspensdo bacteriana e 100ul do antimicrobiano encapsulado ou livre, sob dilui¢des
seriadas (Img/mL; 0,5 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,06 mg/mL; 0,03 mg/mL; 0,01
mg/mL) para alcance de concentracédo final. Para controle da analise, foram preparados
um controle positivo (caldo Mueller Hinton, suspenséo bacteriana e solucdo diluente) e
um controle negativo (caldo Mueller Hinton, antimicrobiano e solugdo diluente). As
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24, e em seguida submetidas a
leitura de absorbancia a 630 nm, em espectrofotdbmetro de microplacas
(BiochromEIx808). Os testes foram realizados em triplicata. Considerou-se a CIM, a
menor concentragdo do antimicrobiano onde n&o se observou crescimento bacteriano no

poco correspondente.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Obtencdo das microparticulas de quitosana contendo Trans-cinamaldeido

Uma adaptacdo ao método de coacervacdo simples em matriz de quitosana
sugerido por SOUZA et al. (2005), foi realizada para o processo de obtencdo das
microparticulas sempre utilizando uma concentracdo de quitosana a 5% (V/v).
Concentra¢bes mais altas influenciavam na viscosidade interferindo na distribuicéo,
pois aumentavam a viscosidade da solugdo e consequentemente dificultavam a

distribuicdo homogenia do hidréxido de sédio e poderia levar a formacao aglomerados.

O processo teve tempo médio de 40 minutos e foi observado que alguns fatores
poderiam influenciar, tais como: concentracdo da solucdo de NaOH, distancia do
gotejador & superficie da solucdo de NaOH. Por esse motivo, essas varidveis foram
mantidas constantes: concentracdo da solucdo de NaOH igual a 1 M, e distancia do
gotejador a superficie da solucdo de NaOH igual a 20 cm. O controle da distancia de

gotejamento foi realizado a fim de garantir uma maior padronizagdo do processo. A

59



partir da padronizacdo destes fatores foram obtidas particulas de tamanhos e

caracteristicas satisfatorias.

3.2. Caracterizagdo das particulas
3.2.1. indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (ZP)

O PDI é considerado uma medida adimensional da amplitude da distribuicdo de
tamanho de microparticulas, jA o potencial zeta (ZT) é um indicador atil da carga
superficial, e é utilizado para avaliar a estabilidade de suspensdes coloidais. O Valor
encontrado neste estudo para indice de polidispersao foi de 0, 39+0,2, caracterizando
um sistema polidisperso ou multimodal (PDI > 0,2), indicando uma heterogeneidade na
distribuicdo dos tamanhos das particulas, associado possivelmente as variacfes que as
microcpsulas podem sofrer durante o gotejamento, sendo este responsavel pela
formacdo de gotas de diferentes tamanhos (ZERFA & BROOKS, 1996.; HU;
MCCLEMENTS, 2015).

A determinagéo do potencial Zeta tem como objetivo avaliar a estabilidade das
interacbes entre a particula e o composto ativo, neste caso, o Trans-cinamaldeido.
Ainda, o potencial zeta reflete a carga de superficie das microparticulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de espécies

ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (WEN FAN et al., 2012).

As microparticulas apresentaram um potencial zeta de 20,61+0,8mV, sendo
consideradas moderadamente estaveis. Esta carga positiva apresentada reflete os grupos
catidnicos NHs livres da quitosana (ASTM 1985; MADUREIRA et al., 2015). Com o
objetivo de reduzir as limitacoes associadas a estabilidade, neste estudo, as
microparticulas foram liofilizadas, o que diminui as limitacdes associadas a estabilidade
moderada das particulas na sua forma em meio liquido, tendo em vista que a liofilizacao

imediata impede que o composto biotivo mova-se para fora da microcapsula.

3.2.2 Microscopia Otica (MO)

Com base nas fotomicrografias das particulas pode-se inferir que ha uma

dispersdo do 6leo essencial em todo o material de parede (Figura 1). Este fato pode ser
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atribuido ao material de parede escolhido, a quitosana, por sua capacidade de controlar a
liberacdo de agentes ativos, grupos amina livres prontamente disponiveis para
reticulacdo e bom eletropotencial, torna-se também eficaz na liberacdo de compostos
solGveis em agua e no aumento da biodisponibilidade de compostos pouco sollveis em
agua, e esta é uma caracteristica de fundamental importancia, pois o encapsulante ativo
nesta pesquisa, o Trans- cinamaldeido é um composto hidrofébico (Agnihotri tal.,
2004).

Figura 1. . Fotomicrografia por microscopia 6tica (MO) de microparticulas de quitosana
contendo trans-cinamaldeido em lente objetiva de 40x resaltando a e dispersao do 6leo
essencial em todo o material de parede.

Fonte: Autor

3.2.3. Microscopia Eletronica De Varredura (MEV) e didmetro das

microparticulas

Com base nas fotomicrografias realizadas por microscopia eletrénica De
varredura (MEV) é possivel conferir um formato oval, superficie enrugada, auséncia de
macroporos nas microparticulas. (Figura 2). Abdelmalek et al (2017) ao estudarem a
microencapsulacdo de trans-cinamaldeido obtida por coacervacdo complexa também
observaram formato mais esférico das particulas, com pouco grau de enrugecimento,

assim como encontrado neste estudo.
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SEM HV: 20.0 kV/ WD: 8.51 mm VEGA3 TESCAN| SEMHV:200kvV | WD: 15.00 mm | VEGA3 TESCAN|
SEM MAG: 92 x Det: SE 500 ym SEM MAG: 24 x Det: SE 2mm
View field: 2.26 mm | Date(m/dly): 11/28/19 Cenapesq View field: 8.62 mm Date(m/dly): 11/28/19 Cenapesq

Figura 2. Fotomicrografia por microscopia eletronica de varedura (MEV) das
microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido. (A) Fotomicrografia na
escala 500 pm ressaltando a superficie enrugada e o didmetro médio de uma
microparticula. (B) Fotomicrografia na escala 2 mm de um grupo de microparticulas

ressaltando seu formato esférico e diametro médio.
Fonte: Autor

Em relacdo ao diametro médio das microparticulas, o valor obtido pela anélise
da MEV foi de 1,92+ 0,005 mm (Figura 2). E importante ressaltar que particulas
elaboradas por coacervagdo simples tém seu tamanho influenciado pelo diametro do
gotejador e o tamanho das microparticulas é determinado pela concentracdo da
quitosana na fase interna da emulsdo (BERTHOLD et al., 1996.; LEIMANN et al.,
2009). Para um determinado volume da fase interna, o aumento da concentragdo do
polimero aumenta a viscosidade dessa fase, obtendo-se particulas de maiores
dimensGes, devido a maior dificuldade de dispersdo da fase interna na fase externa
(LEIMANN et al., 2009.; GIRARDI et al., 2017). Apesar disso, em ambos 0s materiais
0 tamanho médio das microparticulas estd em uma escala satisfatoria, pois de acordo
Jyothi e colaboradores (2009) o tamanho aproximado de particulas elaborado pelo

método de coacervacgdo pode variar entre 5 -5000um.

3.2.4 Eficiéncia da Encapsulacao
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O processo de encapsulacéo de trans-Cinamaldeido proporcionou uma eficiéncia
de encapsulacao (EE) de 93,81 +1%, indicando que houve uma incorporacdo satisfatoria
do composto dentro da matriz polimérica, e que 0 mesmo esté disponivel para a préatica
de liberacdo. Isso esta de acordo com os dados encontrados por alguns autores em
relacdo a encapsulacdo de componentes hidrofobicos cujo aprisionamento € geralmente
maior que 90% (BRIGELIUS-FLOHE; TRABER, 1999 ; ZIGONEUANU et al 2008).

Segundo Almeida (2013) a eficiéncia da encapsulagdo € definida como a
quantidade de substancia retida no interior dos sistemas e depende, entre outros fatores,
da afinidade entre o material que reveste a substancia encapsulada. Para que um
processo de microencapsulacdo seja considerado um processo 6timo, principalmente os
processos de encapsulacdo de dleos, um baixo teor de dleo superficial e uma alta
eficiéncia de encapsulacdo devem ser alcancados, o que significa que a maior parte do

composto ativo esta incorporada nas microparticulas (Almeida., 2013).

A eficiéncia de encapsulagéo neste estudo foi favorecida diante das condi¢Ges do
processo e material para matriz encapsulante de escolha, uma vez que sdo fatores que
influenciam. Em estudo semelhante, realizado por Shahidi e Molaveisi (2019) em que
visavam a encapsulacdo de trans-cinamaldeido em matrizes de goma arébica,
maltodextrina e inulina por spray-drying a eficiéncia de encapsulagéo variou entre 40 a

95%,valor influenciado pelas formulages utilizadas.

Destaca-se que a eficiéncia de encapsulacdo é um dos parametros mais
importantes nos processos de microencapsulacdo, pois é a partir deste parametro que
conhecemos a quantidade de material ficou retido no ndcleo e o quanto foi perdido no
processo (JAFARI et al., 2008).

3.3. Anélise da Atividade Antibacteriana In Vitro

Os resultados do estudo das microparticulas contendo o trans-cinamaldeido, das
microparticulas sem o antimicrobiano e do 6leo em sua forma livre frente as cepas de
S.aureus ATCC e S.aureus MRSA, estdo dispostos na tabela 1, diante dos valores
observados para a CIM, interpretada como sendo a menor concentracdo do agente
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento visivel de um microrganismo ap0s um
periodo de incubagéo de 24 horas (ANDREWS, 2001).
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As microparticulas contendo o trans-cinamaldeido apresentaram atividade
antibacteriana para cepas S.aureus ATCC como também para cepas S. aureus MRSA,
obtendo-se valores de CIM menores do que para o tratamento com o éleo livre e para as
microparticulas vazias (Tabelal). Isso demonstra que quando encapsulado o 6leo tem

sua atividade melhorada.

E importante observar que cepas S. aureus MRSA (6) e (17) com perfil de
resisténcia a cefoxitina, penicilina e meticilina e as cepas S. aureus MRSA (7) e (13)
com perfil de resisténcia a cefoxitina, penicilina, eritromicina, clindamicina e meticilina
apresentaram CIM diferentes para o tratamento com as microparticulas contendo o
trans-cinamaldeido. Essa variacdo entre CIM nas cepas da mesma espécie e de mesmo
perfil de resisténcia que receberam o mesmo tratamento evidencia que mesmo se
tratando de amostras com perfil fenotipico e genotipico para MRSA, outros fatores
devem ser considerados ao se avaliar a acdo antimicrobiana de determinada molécula
(MOHAMMAD et al.,, 2014; IBIS et al., 2014), tais como carga de superficie
microbiana, mecanismos especificos e inespecificos de resisténcia, condi¢des de cultivo,
entre outros. Evidentemente, a inter-relacdo destes fatores pode servir de justificativa
para essa variacdo do perfil inibitério para esta bactéria. Ainda, as diferencas de CIM

entre isolados podem refletir diversidade populacional entre os isolados obtidos.

Tabela 1. Concentragéo inibitéria minima (CIM) em mg.mL™? do trans-cinamaldeido
das microparticulas com o antimicrobiano (MCA) microparticulas vazia (MPV) e do

6leo livre (OL),

CEPAS CIM
MCA PV oL
S. aureus ATCC (6538) 0,03 0,2 0,5
S aureus MRSA (6) 0,1 0,2 0,2
S. aureus MRSA (7) 0,03 0,5 0,2
S aureus MRSA (13) 0,06 0,5 0,5
S aureus MRSA (17) 0,2 0,5 0,5

MCA.: Particula com antibacteriano; MPV: Particula vazia; OL: Oleo livre
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As microparticulas vazias também apresentaram atividade antibacteriana para
ambas as cepas S. aureus MRSA (6) e (17), alcangando valores de CIM iguais ao
encontrado para o 6leo em sua forma livre, de forma semelhante as demais cepas,
exceto para cepas ATCC (6538) que apresentou CIM menor a obtida para o 6leo livre, e
para cepas S. aureus MRSA (7), para as quais o maior potencial de inibicdo foi para o
tratamento com o 6leo livre (Tabela 1). Através destes resultados das particulas com o
antimicrobiano conclui-se que outros compostos, além do composto bioativo, podem
estar associadosa acdo antimicrobiana, sugerindopossivel sinergismo, quando uma
interacdo positiva em que dois ou mais agentes em combinacdo exercem efeito
inibitério maior que cada agente isolado. No caso das microparticulas em estudo, o
material de parede utilizado, a quitosana, possui também efeito antibacteriano, uma vez
que as aminas policatibnicas da quitosana interagem com residuos carregados
negativamente de macromoléculas na superficie celular das bactérias, subsequentemente
inibindo o crescimento bacteriano (HELANDER et al, 2001). Esta afirmacdo permite
supor que a alta atividade observada neste estudo seja possivelmente ao sinergismo
entre o antimicrobiano estudado (Trans-cinamaldeido) e o material de parede utilizado
(Quitosana), para o que estudos posteriores podem ser conduzidos visando uma

avaliagdo complementar.

O trans-cinamaldeido em sua forma livre apresentou atividade antibacteriana
tanto para cepas de S.aureus ATCC como para cepas S. aureus MRSA. Resultados
efetivos do 6leo livre frente as cepas de S. aureus ATCC e MRSA ja eram esperados,
tendo em vista que a inibicdo do crescimento bacteriano pelo trans-cinamaldeido ja é
algo consolidado na literatura, uma vez que estudos tém mostrado que a atividade
antimicrobiana do trans-cinamaldeido pode ser atribuida as altas propriedades
eletrofilicas do grupo carbonila adjacente a ligacdo dupla, que pode ativar esse
composto para reagir com nucleofilos, como a proteina sulfidrila e os grupos amino do
microrganismo (NERI, et al., 2006). Alem disso, sabe-se que o trans-Cinamaldeido em
baixas concentragdes inibe enzimas que interagem com importantes citocinas, inibindo

assim o crescimento microbiano (NAZZARO et al., 2013).

Ao comparar os resultados de CIM obtidos para os tratamentos realizados, 6leo
livre e encapsulado, observa-se que ambos os tratamentos foram efetivos, porem o0s
menores valores de CIM (0,03, 0,06 e 0,1), na dependéncia da cepa em teste, foram

obtidos para o tratamento com as microparticulas contendo o trans-cinamaldeido.
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Segundo Sartoratto e Machado (2004) valores de CIM até 0,50 mg/ml
representam uma alta atividade contra os micro-organismos. Chun et al (2015), ao
estudarem o efeito antimicrobiano do trans-Cinnamaldeio encapsulado em matriz de B-
Ciclodextrina em cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli obtiveram CIM
entre 0,5 e 0,8 mg.mL, valor proximos ao encontrado no tratamento com o 6leo livre.
Jia et al. (2011) ao avaliarem o potencial de inibicdo do trans-cinamaldeido entre
amostras de S. aureus MRSA, obtiveram CIM de 0,65 mg.mL?, concentracdo

superiores aos obtidos em nosso estudo.

Em trabalho de Albano et al. (2016), o cinamaldeido em sua forna livre
apresentou CIM de 0,4mg/mL para S. aureus resistente a meticilina (MRSA), valor
préximo dos obtidos em nosso estudo. Ressalta-se que as diferencas de CIM entre 0s
resultados sejam em razdo das distingGes metodoldgicas, como utilizacdo de material de
parede diferente, tamanho das particulas, eficiéncia de encapsulacdo e interacdo entre o
Oleo essencial e os agentes encapsulantes e estes devem ser considerados ao se

correlacionar os distintos resultados obtidos.

Considerando os resultados verificados neste estudo, postula-se que a juncéo da
quitosana com o trans-cinamaldeido no sistema de encapsulagdo é satisfatorio, visto que
aumenta a capacidade de inibicdo do crescimento das bactérias em tese, quando
comparada aos valores de CIM do tratamento com as microparticulas vazias e do 6leo
livre (KIM et al., 1995; MOHAMMAD et al., 2014).

5. CONCLUSAO

O processo de conducdo da técnica de coacervacao simples e uso de quitosana
como material de parede para microencapsular o trans-cinamaldeido foram viaveis,
proporcionando, uma eficiéncia da encapsulacdo (EE) de 93,81%, diametro médio
1,92+ 0,005 mm, PDI de 0,39 £ 0,2 e uma carga de superficie de 20,61 + 0,8 mV, de
forma a se alcancar caracteristicas compativeis para uso em alimentos. Trans-
cinamaldeido encapsulado em matriz de quitosana apresentou eficiéncia na inibigéo de
cepas de S. aureus MRSA, e esse efeito antibacteriano pode ter sido potencializado pela
quitosana como material de parede. Em relacdo ao oleo livre, o efeito antibacteriano das
microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido foi mais eficiente, uma vez
que foram necessarias menores concentra¢gbes do antimicrobiano para a inibicdo do

crescimento bacteriano. Microparticulas de quitosana contendo trans-cinamaldeido séo

66



viaveis para efeito antibacteriano na inibicdo de cepas resistentes de S. aureus MRSA.
Este estudo torna-se atil para avangos em desenvolvimento de microparticulas de

quitosana contendo trans-cinamaldeido visando a aplicagdo em alimentos.
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